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(bnAbs) against HIV. Developing an accommodation  surface  that engages with  the viral  lipid 
envelope  appears  to  correlate with  the  neutralising  potency  displayed  by  these  bnAbs.  The 
nature  of  the  interactions  established  between  the  antibody  and  the  lipid  is  nonetheless  a 
matter  of  debate,  with  some  authors  arguing  that  anti‐MPER  specificity  arise  only  under 
pathological  conditions  in  autoantibodies  endowed  with  stereospecific  binding  sites  for 
phospholipids. However, bnAb‐lipid interactions are often studied in systems that do not fully 
preserve  the  biophysical  properties  of  lipid  bilayers,  and  therefore  questions  on  binding 
specificity and  the effect of collective membrane properties  in  the  interaction are still open. 
Here, to evaluate the specificity of lipid interactions of an anti‐MPER bnAb (4E10) in an intact 
membrane context, we determine quantitatively its association with lipid bilayers by means of 
scanning  fluorescence  correlation  spectroscopy and all‐atom molecular dynamic  simulations. 
Our data support that 4E10 establishes electrostatic and hydrophobic interactions with the viral 
membrane surface, and that the collective physical properties of the lipid bilayer influence 4E10 










We  describe  the  interaction  of  the  anti‐HIV‐1  broadly  neutralising  antibody  4E10 with  a 
membrane, correlating membrane‐antibody association with the bilayer collective properties. 











on  the  virion  surface  (1).  Anti‐HIV  broadly  neutralising  antibodies  (bnAbs)  are  capable  of 




membrane  proximal  external  region  (MPER)  (1,  2)  (Fig.  1A).  MPER  is  responsible  for  the 
disruption  of  the  HIV  membrane  during  fusion  of  the  cell  plasma  membrane  and  the  viral 
envelope (3‐5).  
Another  peculiarity  of  anti‐MPER  bnAbs  is  their  functional  association  with  the  viral 





crystal  structure  of  the  anti‐MPER  bnAbs  4E10  and  10E8  in  complex with  lipids,  revealing  a 




governing  the dynamic Ab‐lipid binding process at  the membrane  interface. Despite  the vast 
available knowledge on the molecular basis governing Ab‐epitope recognition, little is known on 
the  contribution of membrane  interactions  to  this  phenomenon  in  some  relevant  instances, 
such as bnAbs against HIV MPER.  
In this work, we focused on the  interaction of 4E10, a well‐characterised pan‐neutralising 
anti‐MPER  bnAb.  4E10‐membrane  interaction  is  thought  to  occur  through  the  concerted 
interplay  of  (i)  an  electrostatic  attraction  between  the membrane‐associated  paratope  area 
(MAPA) (Fig. 1A, bottom view) and the lipid polar heads (7, 12) and (ii) a deeper hydrophobic 
interaction  between  the  anti‐MPER  Ab  heavy‐chain  complementary  determining  region  3 
(HCDR3) and the lipid bilayer (Fig. 1A) (10, 13). In that regard, 4E10 resembles the features of 
peripheral membrane proteins (7).  
To  quantitatively  interrogate  the  nature  of  4E10  interaction  with  the  membrane  we 
correlated the diffusional behaviour of the 4E10 Fab on controlled model‐membrane systems 
with their biophysical properties, such as surface membrane potential and lipid‐packing. To do 
so,  we  used  scanning  fluorescence  correlation  spectroscopy  (sFCS)  to  accurately  measure 
diffusion coefficients at the surface of a membrane (14, 15), as well as two‐photon generalised 




level  insights  on  the  interaction  of  4E10 with  the  bilayer,  complementing  the  experimental 
results.  
Our  quantitative  findings  support  that  4E10  dynamics  on  virus‐like  lipid  membranes  are 
governed  by  collective  biophysical  properties,  such  as  surface  membrane  potential  and 





4E10‐membrane  interaction  sites  evolved  to  increase  affinity  for  its  primary  epitope MPER 
through  the  formation of  secondary Ab‐lipid  interactions.  These observations are  key  to  the 




1,2‐dioleoylphosphatidylcholine  (DOPC),  1,2‐dioleoylphosphatidylserine  (DOPS),  cholesterol 
(Chol) and egg sphingomyelin  (eSM, containing ≈ 86% N‐palmitoyl SM) were purchased from 
Avanti  Polar  Lipids  (Birmingham,  AL,  USA).  6‐dodecanoyl‐2‐dimethylaminonaphthalene 
(Laurdan) was obtained from Molecular Probes (Eugene, OR, USA). Fluorescently labelled 1,2‐
dioleoylphosphatidylethanolamine  (DOPE‐STAR RED) was purchased  from Abberior  (Abberior 
GmbH, Göttingen, Germany). Phospholipid stock concentrations were determined by phosphate 
assay.  The MPER peptide  (KKDKWASLWNWFDITNWLWYIKLFIMIVGKKK) was  synthesized  in C‐
terminal carboxamide form by solid‐phase methods using Fmoc chemistry, purified by reverse‐






T7‐shuffle  strain.  Recombinant  expression  was  induced  at  18°C  overnight  with  0.4  mM 
isopropyl‐D‐thiogalactopyranoside when  the  culture  reached  an  optical  density  of  0.8.  Cells 
















(Toyobo,  Osaka,  Japan)  was  employed  following  the  instructions  of  the  manufacturer.  Fab 
labelling was attained by  introducing first titratable Cys residues at position Cys228HC of the 
4E10 sequence, and then by modifying those with a sulfhydryl‐specific iodacetamide derivative 






Giant  unilamellar  vesicles  (GUVs)  were  produced  by  spontaneous  swelling  following  the 
procedures  described  in  (17,  19).  For  preparation  of  MPERb‐containing  GUVs,  vesicles  and 
peptides  were  mixed  at  1:1000  peptide:lipid  molar  ratio  for  15  minutes  (25  °C)  prior  to 
incubation with silica bead. Dried silica beads covered with lipid‐peptide mixtures were collected 
and transferred to an 85 g/L sucrose buffer to induce spontaneous swelling of GUVs. Formed 







Lipid‐packing  imaging  and  quantification  through  the  ratiometric  quantity  generalised 
polarisation (GP) (20) was performed as previously described in detail (16, 17). Briefly, images 
were acquired on a Leica TCS SP5 II microscope (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). 
Laurdan‐stained  GUVs  (1:100  mole  fraction)  were  excited  at  780  nm  using  a  ×63  water‐
immersion objective (numerical aperture, NA=1.2) and 512x512‐pixel images. The fluorescence 
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 (2) 
where  GPobs  is  the  GP  value  determined  for  the  standard  Laurdan‐DMSO  solution  before 
calibration (G=1).  
The uncertainty of the GP values in the text is given by the experiment SEM (standard error 
of  the  mean);  whiskers  in  the  GP  box‐and‐whiskers  plot  span  to  ±1.5  times  SD  (standard 
deviation). 
Diffusion at the membrane: Scanning Fluorescence Correlation Spectroscopy (sFCS) 
Scanning  Fluorescence  Correlation  Spectroscopy  (sFCS)  was  used  to  study  the  diffusional 
behaviour  and  intermolecular  interactions  of  fluorescently  labelled  proteins  bound  to  giant 
unilamellar  vesicles  (Fig.  S1).  Excitation  and  detection  was  performed  through  a  water 
immersion objective HCX PL APO 63x/1.20 W CORR Lbd Bl (Leica) on a confocal Leica SP5 using 
the  Avalanche  Photodiodes  (APD)  (Excelitas  Technologies  SPCM‐AQRH‐W3)  fitted  on  the 
microscope  DD  X1  port.  Abberior  STAR  RED  (Abberior  GmbH,  Göttingen)  tagged  Fabs were 
excited at 633 nm and the fluorescent emission was detected through a BP647‐703 nm filter. 































membrane  composition  comprised  at  least  3  independent  experiments  and  more  than  9 






coefficient 𝜒  surface  (22)  (Fig. S2)  typically showed a steep minimum at  the value of D  that 
minimised 𝜒  and a fitting uncertainty at the 68% confidence level that was always smaller than 
the  experiment  SD.  This  indicated  that  variability  in  sample  preparation  and  related 
experimental  procedures,  rather  than  fitting,  was  the  main  source  of  uncertainty,  thus 
guaranteeing the reliability of the retrieved parameters.  
The uncertainty of the diffusion coefficients given in the text is given by the experiment SEM 

















1  (4) 
 
where  KB  is  the  Boltzmann  constant,  T  the  temperature,  e  the  electron  charge,  𝑏
𝑒 2𝜋𝜆 |𝜎| , with λB  the Bjerrum  length, σ  the  surface  charge‐density,  and λD  the Debye‐








was reconstructed using the homologous  loop present  in a holo  form of  the protein  (PDB  ID 







to  represent  the protein, CHARMM36  (33) was used  for  the  lipids,  the TIP3P model  (34)  for 
11 
 
water,  and  the  standard  CHARMM  and  NBFIX  parameters  were  used  for  ions  (35,  36).  The 
system was energy minimized in 5000 steps of geometry optimization, and equilibration at 300 
K and 1.01325 bar was achieved in 1 ns of MD in the NpT‐ensemble. Position restraints on the 
protein  backbone  atoms were  applied  during  equilibration  to maintain  the  initial  structure. 
Semi‐isotropic  pressure  coupling  at  1.01325  bar  was  accomplished  using  the  Nose‐Hoover 
Langevin piston (37, 38) while temperature was maintained at 300 K by means of the Langevin 
thermostat (39). The particle mesh Ewald algorithm (40) with grid spacing of 1Å was used for 
long‐range  electrostatic  interactions  and  van  der Waals  forces  were  smoothly  switched  off 
between 10‐12 Å. A Verlet neighbour list with pairlist distance of 16 Å was used. Equations of 
motions were integrated using the multi time step algorithm Verlet‐I/r‐RESPA (41). The RATTLE 
algorithm  (42) was used  to constrain bonds  involving hydrogen atoms allowing  for 2  fs  time 
steps. Long‐range electrostatic forces were updated every time step. Production MD simulations 




Electrostatic and hydrophobic association  to  the viral membrane are essential  for efficient 
epitope binding 




4E10 with membrane  lipids, we  included  the unsaturated  lipids DOPC, DOPE  and DOPS  (DO 





controlled environment  to  study  the membrane‐dependent  steps  that  contribute  to epitope 
recognition, while MPER‐loaded GUVs constitute an adequate model for Ab‐epitope recognition 
in a lipid bilayer environment. 










electrostatic  attraction  between  4E10  MAPA  and  the  membrane  removing  the  negatively 




Ab  affinity  for  the  peptide.  In  contrast  to  naked  vesicles,  we  found  that  deletion  of  the 
hydrophobic  residues  or  removal  of  the  charged  lipids  from  the  membrane  only  partially 






Point‐FCS  (pFCS)  and  sFCS are  single‐molecule  sensitivity  techniques  that allow  the diffusion 






The molecular model  for  epitope  recognition  posits  that  the  interaction  of  the  Fab  4E10 
heavy chain with membrane occurs through a surface patch with net positive charge (Fig 1A, see 
also MD simulations below). Consistent with this possibility  the  theoretical pH(I) of  the 4E10 
heavy‐chain is 9.34. To probe the effect of the electrostatic attraction, rather than removing the 
charged components, which would prevent Ab association, we  increased  the membrane net 
negative  surface  charge  by  increasing  the  anionic  PS  lipid  concentration  up  to  37  mol  % 
(Chol:SM:PS  46:17:37).  This  resulted  in  a  significant  decrease  of  the  diffusion  coefficient  to 
5.0±0.4  μm2  s‐1,  further  confirming  the  effect  of  the  electrostatic  contribution  to  the  4E10‐
membrane interaction (Fig. 2D‐E).  







interactions,  since  the  wild  type  and  Δloop  versions  of  4E10  Fab  diffused  differently  upon 






Our  results  in  the  previous  section  support  that  4E10‐envelope  interactions  rely  on  the 
electrostatic  attraction  between  the  Ab  residues  and  the  negatively  charged  membrane 
together with the anchoring of  the Ab HCDR3  loop hydrophobic groups  in  the bilayer. These 
results are consistent with previous reports (7, 45). We therefore set to evaluate systematically 
the  contribution of  collective biophysical  properties of  the bilayer,  namely  lipid  packing  and 
surface charge density, to 4E10 Fab interaction with membranes. 
To this aim, we prepared PS:Chol:PC vesicles with increasing Chol content while keeping PS 
content  constant  (30%,  estimated  surface  potential  ‐68 mV).  Adding  Chol  to  a  fluid  bilayer 
rigidifies the membrane, resulting in increased lipid packing. To quantify membrane packing we 
used two‐photon Generalised Polarisation (GP) imaging of Laurdan‐stained GUVs. Laurdan is a 
hydrophobic  polarity  probe; when  incorporated  into  a  bilayer  its  fluorescence  emission  is  a 
function of the hydration and viscosity of the membrane, reflecting its phase state (20). Laurdan 
fluorescence  emission  in  loosely‐packed  membranes,  which  accommodate  more  interstitial 






value  (4.1±0.3  μm2  s‐1) when  Chol  content was  increased  to  50%  (Fig.  3A‐B).  This  reduction 





lipid  mobility  (Fig.  S3).  To  rule  out  that  the  reduction  of  the  Fab  diffusion  coefficient  with 
increasing lipid‐packing was due to individual lipid deceleration, we compared the Fab diffusion 
and the diffusion of a  fluorescently  tagged  lipid  (DOPE‐STAR RED at 1:1000 mole  fraction)  in 
otherwise same‐composition GUVs (Fig. S3). At low Chol content (20%) the diffusion coefficient 




slowdown with  increasing Chol  is not due to  individual  lipid deceleration, but the result of a 
change in a collective biophysical property such as lipid‐packing. 


























FRAP  (Fluorescence  Recovery  After  Photobleaching)  and  single‐particle  tracking  have  shown 
that proteins tightly bound to a single lipid in the bilayer diffuse at the same rate as the free lipid 
since the main component of the frictional drag is the viscosity of the bilayer through the lipid 








to  3.2±0.2  μm2s‐1  (Fig.  4D).  This  behaviour  is  analogous  to  that  of  individual  lipids  (Fig.  4C), 
reflecting that Annexin A5 tightly binds to PS molecules diffusing along with them. Taking into 
account that Annexin A5 can self‐assemble in 2D trimeric‐arrays (52), the diffusion coefficient 





This  experiment  comparing  4E10  and  Annexin  A5  diffusional  behaviours  reflected  the 
potential of sFCS measurements to discern the nature of protein‐lipid  interactions. Thus,  the 
results demonstrated  that  the membrane‐bound 4E10 Fab does not dock onto  individual  PS 
molecules diffusing along with  them, but,  rather,  slides over  the bilayer surface, presumably 
subject to intermittent adsorption events due to non‐specific charge‐driven attractive forces.  
To  further  confirm  this  result  we  studied  the  diffusional  behaviour  of  4E10  at  anionic 
membranes  with  fixed  PS  content  while  increasing  the  buffer  ionic  strength  (Fig.  S4)  (53). 
Increasing  the  ionic  strength  increases  the  electrolyte  concentration,  decreasing,  in  turn, 
vesicles ψs (Fig. S4,  inset). Since membrane lipid mobility  is  largely unaffected by buffer ionic 
strength, a protein associated through a stereospecific interaction to the head‐group of a lipid 
would  diffuse  at  the  same  rate  irrespective  of  the  electrolyte  concentration. We  observed, 
however, that 4E10 diffused faster with  increasing  ionic strength (Fig. S4), reflecting that the 
electrostatic attraction between the anionic membrane and the Fab is more effectively screened 
by  the  growing  number  of  electrolyte  ions  surrounding  the  Fab.  This  supported  that  the 
electrostatic  contribution  to  Fab  association  with  the  bilayer  is  governed  by  a  non‐specific 
charge‐driven interaction with the anionic membrane. 


























probability  contacts  between  phospholipids  PC/PS  and  Fab  residues  W100/W100b  and 
S25/G26/G27/S28/F29/S30,  from  the HCDR3  and HCDR1,  respectively.  In  addition,  they  also 













MPER  Abs  against  HIV:  the  establishment  of  Ab‐membrane  interactions  for  effective 
engagement with antigens. The case of  the anti‐HIV 4E10 bnAb  is paradigmatic  in  this sense 










with  water‐soluble,  short‐acyl  chain  derivatives  of  those  phospholipids  (10).  Upon 










radius,  solvent  temperature  and  viscosity.  In  contrast,  lateral  translation  of  molecules  fully 
embedded in a membrane is weakly dependent on their radius, but strongly dependent on the 
bilayer  thickness  (55,  56),  in  turn  primarily  determined  by  lipid  packing.  Peripheral  proteins 
represent an  intermediate scenario since  they cannot  freely diffuse, but  they are not deeply 
embedded  in  the membrane either. They are,  instead, associated to  the bilayer  in a shallow 
position through attractive electrostatic forces and/or hydrophobic anchoring (Fig. 1B). Each of 
these  interactions  contributes  to  the protein  frictional  drag  at  the membrane  in  an  additive 
fashion (50, 57), defining the protein diffusion rate, and therefore allowing the investigation of 
the nature of protein‐lipid contacts.  
Our  results,  based  on  sFCS  diffusion  measurements,  demonstrate  that  long‐range 













































the bilayer and correlating  it  to the collective membrane biophysical properties  lipid‐packing 
and membrane surface potential. MD simulations have provided further insight into the 4E10‐







during MD  simulations  reinforces  this  idea. We anticipate  that  these  results will  help  in  the 
design of the next generation of MPER‐based immunogens. 
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interaction  modes  interrogated  in  this  work.  From  left  to  right:  lipid‐specific  interaction, 
represented by a prominent positive lobe and a network of stereospecific hydrogen‐bonding 
interactions that bind the protein to a single lipid copy; non‐specific charge‐driven attraction 






Figure  2.  Electrostatic  and  hydrophobic  interactions  play  a  critical  role  in  efficient  lipid‐
mediated antigen binding: (A) Association of the 4E10 Fab to the virus‐like negatively charged 
membrane at physiological ionic strength. A neutral surface or deletion of the hydrophobic 
residues  at  4E10  Fab  HCDR3  thwarted  the  association.  (B)  4E10  antigen  (MPER  peptide) 
markedly enhances Fab binding to the vesicle‐antigen ensemble. In the presence of MPER, 
electrostatic  and  hydrophobic  interactions  between  the  lipid  and  the  4E10  Fab  promote 
binding to the vesicle‐antigen system. (C) The bnAb PGT145 does not associate to the viral‐












(B)  Representative  correlation  curves  of  4E10  Fab  diffusing  on  the  vesicles  in  (A).  (C) 
















































Role  in  Vaccine  Design.  In  Annual  Review  of  Immunology.  Annual  Review  of 
Immunology, Vol 34. D. R. Littman and W. M. Yokoyama, editors, pp. 635‐659. 
2.  Brunel, F. M., M. B. Zwick, R. M. F. Cardoso, J. D. Nelson, I. A. Wilson, D. R. Burton, and 
P.  E.  Dawson.  2006.  Structure‐function  analysis  of  the  epitope  for  4E10,  a  broadly 






4.  Vishwanathan,  S.  A.,  and  E.  Hunter.  2008.  Importance  of  the  membrane‐perturbing 
properties  of  the  membrane‐proximal  external  region  of  human  immunodeficiency 
virus type 1 gp41 to viral fusion. Journal of Virology 82(11):5118‐5126. 





L.  Sun,  S.  C.  Harrison,  B.  F.  Haynes,  and  B.  Chen.  2009.  Role  of  HIV  membrane  in 
neutralization  by  two  broadly  neutralizing  antibodies.  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.  S.  A. 
106(48):20234‐20239. 
7.  Rujas, E., J. M. M. Caaveiro, S.  Insausti, M. Garca‐Porras, K. Tsumoto, and J. L. Nieva. 






















2015.  Structural  and  Thermodynamic  Basis  of  Epitope  Binding  by  Neutralizing  and 






15.  Heinemann,  F.,  V.  Betaneli,  F.  A.  Thomas,  and  P.  Schwille.  2012.  Quantifying  Lipid 
Diffusion  by  Fluorescence  Correlation  Spectroscopy:  A  Critical  Treatise.  Langmuir 
28(37):13395‐13404. Article. 
16.  Huarte, N., P. Carravilla, A. Cruz, M. Lorizate, J. A. Nieto‐Garai, H.‐G. Kraeusslich, J. Perez‐
Gil,  J.  Requejo‐Isidro,  and  J.  L.  Nieva.  2016.  Functional  organization  of  the  HIV  lipid 
envelope. Sci Rep 6:34190. 
17.  Carravilla, P., J. L. Nieva, F. M. Goni, J. Requejo‐Isidro, and N. Huarte. 2015. Two‐Photon 




The HIV  lipidome: A  raft with an unusual  composition. Proc. Natl. Acad.  Sci. U.  S. A. 
103(8):2641‐2646. 
19.  Shnyrova, A. V., P. V. Bashkirov, S. A. Akimov, T. J. Pucadyil, J. Zimmerberg, S. L. Schmid, 
and  V.  A.  Frolov.  2013.  Geometric  Catalysis  of Membrane  Fission  Driven  by  Flexible 
Dynamin Rings. Science 339(6126):1433‐1436. 
20.  Parasassi,  T.,  G.  De  Stasio,  G.  Ravagnan,  R.  M.  Rusch,  and  E.  Gratton.  1991. 




22.  de  Las  Heras‐Martinez,  G.,  J.  Andrieu,  B.  Larijani,  and  J.  Requejo‐Isidro.  2018. 
Quantifying  intracellular equilibrium dissociation constants using single‐channel time‐
resolved FRET. J. Biophotonics 11(1):e201600272. 
23.  Andelman, D.  2006.  Introduction  to  Electrostatics  in  Soft  and Biological Matter.  Soft 
condensed matter physics  in molecular  and  cell  biology. W. Poon and D. Andelman, 
editors. Taylor & Francis, pp. 97‐122. 
24.  Anandakrishnan,  R.,  B.  Aguilar,  and  A.  V.  Onufriev.  2012.  H++3.0:  automating  pK 
prediction  and  the  preparation  of  biomolecular  structures  for  atomistic  molecular 
modeling and simulations. Nucleic Acids Research 40(W1):W537‐W541. 
25.  Myers,  J.,  G.  Grothaus,  S.  Narayanan,  and  A.  Onufriev.  2006.  A  simple  clustering 
































































46.  Callahan,  M.  K.,  P.  M.  Popernack,  S.  Tsutsui,  L.  Truong,  R.  A.  Schlegel,  and  A.  J. 
Henderson.  2003.  Phosphatidylserine  on  HIV  envelope  is  a  cofactor  for  infection  of 
monocytic cells. Journal of Immunology 170(9):4840‐4845. 
47.  Chan,  R.,  P.  D.  Uchil,  J.  Jin,  G.  Shui,  D.  E.  Ott,  W.  Mothes,  and M.  R.  Wenk.  2008. 
Retroviruses Human Immunodeficiency Virus and Murine Leukemia Virus Are Enriched 
in Phosphoinositides. Journal of Virology 82(22):11228‐11238. 




PHOSPHOLIPID‐BINDING  PROTEINS.  Biochimica  Et  Biophysica  Acta‐Reviews  on 
Biomembranes 1197(1):63‐93. 
49.  Tamm, L. K. 1988. LATERAL DIFFUSION AND FLUORESCENCE MICROSCOPE STUDIES ON 





51.  Golebiewska,  U.,  A.  Gambhir,  G.  Hangyas‐Mihalyne,  I.  Zaitseva,  J.  Radler,  and  S. 
McLaughlin. 2006. Membrane‐bound basic peptides sequester multivalent (PIP2), but 
not monovalent (PS), acidic lipids. Biophys. J. 91(2):588‐599. 
52.  Gerke,  V.,  C.  E.  Creutz,  and  S.  E.  Moss.  2005.  Annexins:  Linking  Ca2+  signalling  to 
membrane dynamics. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 6(6):449‐461. 
53.  Shi, X., M. Kohram, X. Zhuang, and A. W. Smith. 2016.  Interactions and Translational 
Dynamics  of  Phosphatidylinositol  Bisphosphate  (PIP2)  Lipids  in  Asymmetric  Lipid 
Bilayers. Langmuir 32(7):1732‐1741. 
54.  Matyas, G. R., Z. Beck, N. Karasawas, and C. R. Alving. 2009. Lipid binding properties of 
4E10,  2175,  and WR304 monoclonal  antibodies  that  neutralize  HIV‐1.  Biochimica  Et 
Biophysica Acta‐Biomembranes 1788(3):660‐665. 





on  supported  lipid bilayers  is  controlled by  the additive  frictional drags of  (1) bound 
lipids and (2) protein domains penetrating into the bilayer hydrocarbon core. Chemistry 
and Physics of Lipids 172:67‐77. 
58.  Yau,  W.  M.,  W.  C.  Wimley,  K.  Gawrisch,  and  S.  H.  White.  1998.  The  preference  of 
tryptophan for membrane interfaces. Biochemistry 37(42):14713‐14718. 
 
